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Projekt: Ontwikkeling en toepasbaar maken van spektroscopische analyse-
methoden. 
Onderwerp: Koppeling van een HPLC aan de FT-IR, gebruikmakend van een 
vloeis tof cel. 
Doel: 
Het onderzoeken van een aantal parameters met het oog op de praktische 
toepasbaarheid van on-line FT-IR detectie na HPLC kolom-elutie. 
Samenvatting: 
Het grootste probleem bij gebruik van FT-IR doorstroomcel detectie met 
normal- en reversed phase scheiding ligt in de ongeschiktheid van de 
meeste vloeistoffen voor zowel chromatografisch als spectroscopisch 
gebruik . Er is onderzocht welke vloeis toffen voor beide doeleinden 
zijn t e gebruiken. Ook is onderzocht wat de meest geschikte weglengte 
is voor IR detectie bij gebruik van geschikte elutiemiddelen. 
Verde r is oriënterend onderzoek uitgevoe rd naar de concentratie hor-
monen die nog aantoonbaar is in de gebruikte vloeistofce l. 
Conclusie: 
De in de experimenten gebruikte referentiestof medroxyprogesteronace-
taat (HPA) kan i n een oplossing van tetrachloorkoolstof/methanol: 98/2 
(v/v) aangetoond worden tot een concentra tie van minimaal 0,1% m.b.v . 
de FT-IR met een flowcel (weglengte 100 ~m) . Op een silica-kolom vindt 
er een goede e lutie plaats van ~WA (10 ~1 . 0.1%) met als elutiemiddel 
tetrachloorkoolstof/methanol: 98/2 (v/v). De aantoonbaarheidsgrens is 
uitgaande van 5 g monster met een recovery van 50%, 10 ppm, dit af-
hankelijk van de matrix. 
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Projektleider J,M. Heseman ~V> 
8643.0 
Inhoudsopgave 
1 . Inleiding 
2. Gebruikte chemicali~n 
3. Apparatuur 
4. Experimenten 
4.1 vloeistofspectra, verkregen bij diverse spaeerdiktes 
4.2 scheiding van enkele hormonen m.b . v. HPTLC met tetrachloorkoolstof 
als eluens 
4.3 Het gebruik van tetrachloorkoolstof/methanol als eluens bij HPTLC-
en infrarood-onderzoek 
4.4 Scheiding van enkele anabolica op RP-HPTLC-platen met tetrachloor-
koolstof als eluens 
4.5 Herkenning van ~WA (medroxyprogesteronacetaat) in tetrachloorkool-
stof/methanol m.b . v . infraroodspectrometrie 
4.6 Scheiding van !>WA m.b.v. een Lichrosorb Si -60 kolom 
5. Literatuur 
8643.1 - 2 -
- 2 -
1 . Inleiding 
Eenvoudige gechloreerde moleculen zijn vrijwel ideaal voor infrarood 
spectrometrie . De spectra van deze stoffen hebben in het midden IR ge-
bied (4000 cm-1 tot 400 cm-1) aanvaardbare "vensters" bij een weg-
lengte tot zelfs 1 mm (1). De polariteit van deze organochloorver-
bindingen is meestal te hoog voor normal phase HPLC en te laag voor 
reversed phase HPLC . Aan de organochloorverbindingen kunnen kleine 
hoeveelheden polaire stoffen (zoals CH3CN of CH30H) worden toegevoegd 
zonder groot verlies van IR doorlaatbaarheid (2) . 
2. Chemicaliën 
2 . 1 Tetrachloorkoolstof voor de spektroskopie (Uvasol Merck 2209). 
2 . 2 Trichloorkoolstof voor IR spektroskopie (Fluka 25670). 
2 . 3 Dichloormethaan p . a. (Merck 6050) . 
2.4 Koolstofdisulfide voor de spektroskopie (Uvasol Merck 2210). 
2.5 Methanol (Merck 6007) . 
2 . 6 Standaardoplossingen: los 10 mg van de ondergenoemde anabolica op 
in 100 ml methanol (2 . 15). 
17P- estradiol (E2B), Testosteron (T), Nortestosteron (NT), Medroxy-
progesteronacetaat (~WA), Nortestosterondecanoaat (NTD) , Nortestoste-
ronfenylpropionaat (NTFP), Nortestosteronlauraat (NTD) . 
2 . 6 . 1 Verdun deze oplossingen met methanol (2.5) tot een concentratie 
van 100 ng/~1. 
2.7 Zwavelzuur 96% (Merck 732). 
2 . 8 Ethanol (Merck 983). 
2 . 9 Dipreagens: Ethanol (2 . 8) : zwavelzuur (2.7) 19:1 (v/v). 
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3. Apparatuur 
3.1 HPTLC fertigplatten, Kieselgel 60, (Merck 5631). 
3.2 Transilluminator met bodemverlichting, golflengte 365 nm (Ahrin 
model TL33). 
3.3 Föhn. 
3 .4 Droogstoof instelbaar op 96°C. 
3.5 HPLC-apparatuur. 
3.5.1 Doorstroomcel Variabie weglengte cel met KBr-venster (Research 
and Industrial Instruments Co , England). 
3.5.2 Vloeistofleveringssysteem: (Bruker LC-21). 
3.5.3 Injektiekraan: (Rheodyne 7125). 
3.5.4 Analytische kolom: Lichrosorb Si-60-5 , 5 ~, lengte 15 cm , 
0 4,6 mm (Chrompack). 
3.5 . 5 Detector: UV- detector met variabele golflengte (Bruker). 
3.5.6 Recorder (BD41, Kipp en Zonen) . 
3.5.7 Fourier Transfarm Infrarood spectrofotometer: (Bruker IFS-85). 
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4. Experimenten 
4 . 1 Vloeis t ofspectra, verkregen bij diverse weglengten. 
Bij onderzoek met behulp van NP-HPLC / FTIR worden doorstroomcellen met 
een weglengte ( spacerdikte) van 100-200 ~m toegepast . Er zijn spectra 
van verschillende vloeistoffen opgenomen i n het IR-gebied van 4000 cm- 1 
tot 400 cm- 1 volgens schema 1 . 
Schema 1: Opname dubbel- straal spectra in het IR-gebied van 4000 cm-1 
tot 400 cm-1. 
l~eglengte 
in ~m CCl4 CHCl3 CHzClz CSz 
50 zie f i g . la zie fig . 2a zie fig . 3a zie fig. 4a 
100 zie fig. l b zie fig. 2b zie fig . 3b zie fig . 4b 
200 zie fig . 1c zie fig. 2c zie fig . 3c zie fig . 4c 
300 z i e fig . 1d zie fig . 2d zie fig. 3d zie fig. 4d 
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Resultaat: 
Zoals te verwachten was worden de absorptiebanden smaller wannee r de 
weglengte afneemt . Dit geldt uiteraard ook voor een te identificeren 
stof opgelost in één van de vier gekozen oplosmiddelen. Daarom is een 
compromis noodzakelijk tussen "IR-doorlaatbaarheid" en de gewenste 
detectiegrens. Hier werd besloten om in het verdere onderzoek een spa-
eerdikte van 100 pm te gebruiken. Tetrachloorkoolstof heeft in het 
onderzochte IR-gebied de minste absorptiebanden. Daarom werd in eerste 
instantie tetrachloorkoolstof beproefd als elutiemiddel bij de HPLC-
scheiding. 
4 . 2 Scheiding van enkele hormonen m. b.v . HPTLC me t tetrachloorkoolstof 
als elutiemiddel . 
Gebruikte hormonen: 17~-estradiol (E2) 
Testosteron (T) 
Nortes tosteron (NT) 
Hedroxyproges teronacetaat (HPA) 
Mengsel van NT-esters bes taande uit: 
Nortestosterondecanoaa t (NTD) 
Nortestosteronfenylpropionaat (NTFP) 
Nortestosteronlauraat (NTL) 
Om te voorkomen dat de HPLC kolom overladen zou worden in het geval er 
geen e lutie zou plaatsvinden en om het onderzoek te versnellen is ge-
bruik gemaakt van 10x10 cm HPTLC Si-60 platen (3.1) . Van de hormoon-
standaarden (2 . 6 . 1) is 2 pl per hormoon opgebracht (zie figuur 5), 20 
minuten geëlueerd met t e trachloorkoolstof (2.1), gedroogd , 30 seconden 
gedipt in een ethanol/zwavelzuur: 95/5 (v/v) mengs e l (2.9) . Gedurende 
8 minuten verwarmd in een stoof (bij een temperatuur van 96°C) en be-
oordeeld bij 365 nm. 
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Tetrachloorkoolstof (2 . 1) 
hoeveelheid per opgebracht 
hormoon = 200 ng 
Geen enkele van de opgebrachte hormonen elueert op een kieselgel 60 
plaat met tetrachloorkoolstof als loopvloeistof . 
4.3 Het gebruik van CCl4/CH30H als eluens bij chromatografie en infra-
rood onderzoek. 
Vanuit de literatuur (2) is bekend dat er kleine hoevee l heden polaire 
stof kon \>lOrden toegevoegd, zonder groot verlies van "IR-doorlaatbaar-
heid" . Er zijn 4 HPTLC kieselgel 60 platen gebruikt waarop hormoon-
standaarden zijn opgebracht (zie figuur 5). De pl aten zijn gedurende 









Mengverhouding loopvloeistof CCL4/CH30H 











Vervolgens zijn de platen gedroogd, gedipt in ethanol/zwave l zuur: 95/5 
(v/v) (2 . 9) mengsel, gedurende 8 minute n verwarmd in een stoof bij een 
temperatuur van 96°C en beoordeeld bij 365 nm . 
Resultaat: 
Met de loopvloeistof in de verhouding CC14/CHJOH:98/2 (v/v) wordt ee n 
rede lijke scheiding verkregen voor de onderzochte hormoonesters (zie 
figuur 6). De "vrije" verbindingen elueren niet of nauwelijks. Er 
ontstond na verloop van tijd ontmenging van de loopvloeistof CCl4/ 











CC14/CHJOH: 98 / 2 (v/v) 
hoeveelheid per opgebracht 
hormoon = 200 ng 
De vrees bestond dat door toevoeging van 2% methanol aan de t e tra-
chloorkoolstof er een aantal voor IR "ondoorlaatbare" banden zouden 
ontstaan . Daarom i s een spectrum opgenomen va n dit eluens alvorens 
hiermee verder te e xperimenteren . 
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Transmissiespectrum van tetrachloorkoolstof/methanol: 98/2 (v/v) in 
een vloe i stofce l met een weglengte van 100 ~m . 
Resultaat: 
De absorptiebanden veroorzaakt door de methanol zijn ni et geheel on-
doorlaatbaar . Door spectrasubtraction van het eluens zou een anabo-
licum nog zichtbaar moeten zijn, mits de concentratie voldoende is. 
4 . 4 Scheiding van e nke le anabolica op RP-HPTLC platen met tetrachloor-
koolstof als eluens . 
Mogelijk zouden de hormonen op een RF-kolom met alleen tetrachloor-
koolstof (2.1) als elutiemiddel wel van elkaar te scheiden zi jn. Ook 
hier is het onderzoek verricht met behulp van HPTLC-platen om het 
onderzoek te vereenvoudigen en te versnellen . De hormoonstandaarden 
zi jn op de verschillende RP/HPTLC platen gebracht, zoals weergegeven 
in figuur S . Alle platen zijn gedurende 20 minuten geëlueerd in tetra-
chloorkoolstof gedroogd en beoordeeld bij 254 nm (opvallend licht). 
8643 . 10 - 11 -
- 11 -
Gebruikte RP/HPTLC platen (10x10 cm): 
RP-2 met fluorescentiemiddel F254s (He rek art. 13726) 
RP- 8 met fluorescentiemiddel F254s (Ne rek art . 13725) 
















+ +1) geen 
+1) +1) geen 
+1) 
* NT-e is een mengsel van NTD, NTFP en NTL 
geen elutie 
+ matige elutie 
+ elutie 
1): enstige tailing van de vlekken 
Conclusie: 
scheiding van de esters 
scheiding van de esters 
De scheiding van de silica HPTLC-platen (kieselgel 60) is beter dan 
die met op de reversed phase HPTLC platen. Verwacht mag worden dat de 
resultaten op een silica, respectievelijk RP- kolom hetzelfde zullen 
zijn. 
4 . 5 herkenning van HPA (medroxyprogesteronacetaat) in tetrachloor-
koolstof/methanol m. b.v. infraroodspectrometrie. 
Er wordt onderzocht welke concentratie van een anabolicum nog in het 
eluens (tetrachloorkoolstof/methanol mengsel) met infraroodspectro-
metrie te herkennen is. 
Proefopzet: 
Een standaard medroxyprogesteronacetaat (HPA) is opgelost in 
tetrachloorkoolstof/methanol= 98% (v/v). Hieruit zijn de volgende 
verdunningen gemaakt in tetrachloorkoolstof/methanol 0,1%, 0,01% en 
0,0001% . Van alle oplossingen zijn met behulp van de vloeistofcel 
(3.5 . 2) met een spaeerdikte van 100 ~m infraroodspectra opgenomen. 
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Uitgaande van deze spectra zijn absorptiespectra gemaakt, die gecorri-
geerd zijn voor de achtergrond (CCl4/CH30H). De gehele spectrumsub-
traction procedure is als volgt uitgevoerd: 
Schema 3 
monster = MPA in CCl4/CH30H = 98/2 (v/v). 
double beam '"a terdamp=singlle beam monster na 5 min. flushen subtraction 
s ng e beam monster na 10 min . 
'single beam' monste r 'single beam ' lucht 
FLS FLR 
PLF = TR 
'double beam ' monster 'double beam' wate rdamp 
STA 
'absorptiespec trum ' oplosmiddel 
of elutievloe istof (CCl4/CH30H) 
' absorptiespectrum'monste r 
(MPA in CCl4/CH30H) 
AFB AFA 
SAA (1900- 900 cm-1) 
absorptiespectrum hormoon (NPA) 
De gecorrigeerde absorptiespectra hebben de volgende codering: 
MPA in CCl4/CH30H Spec trunmummers 
1% RER52035 (fig . 8a ) 
0) 1% HER52037 (fig.8b) 
0,01% RER5 2039 (fig.8c) 
0,0001% RER52041 (fig.8d) 
0% HER52034 (fig.9) 
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"Single-beam" infraroodspectr a van NPA in CCl4/CH30H i n een vloeistof-
cel met een weglengte van 100 ~m. 
Figuur 9 
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Om de aanwezigheid van HPA vast te kunnen stellen in deze gecorri-
geerde infraroodabsorptiespectra is gebruik gemaakt van de piektabel-
len. De ligging van de banden in het spectrum van HPA, opgenomen in 
tetrachloorkoolstof/methanol; is iets afwijkend van die in het spec-
trum opgenomen in Kllr . Uit het gehele spectrum van 4000-400 cm-l is 
een geschikte selectie gemaakt voor de interpretatie. Het gebied 
tussen 1900 en 900 cm- l bleek het meest gunstig . Het infraroodspectrum 
van de achtergrond bevat hier slechts één band (bij 1031 cm-1) die ook 
in het spectrum van ~WA voorkomt (zie blz. 17 t/m 20, bijlage I). 
In tabel 1 is in de eerste kolom de piektabel '"eergegeven van HPA in 
KBr, in de tweede kolom ~WA is CCl4/CH30H en in de andere kolommen de 
aan- of afwezigheid van deze banden in de spectra gemaakt van lagere 
concentraties NPA in CClt.fCH30H. 
Tabel 1 
Standaard medroxy~rogesteronacetaat 
in KBr in CCl4/CH30H 98/2 v/v 
HOR42018 HER52035 HER52037 HER52039 HER52041 
1% 1% 0,1% 0 , 01% 0,0001% 
965.320 962 . 142 + 
1022.217 1034 . 475 + niet 
1055 . 969 1054.728 +*) aantoonbaar : 
1080.078 1084 . 626 + 
1120.581 1119 . 346 + het spectrum 
1187 . 122 1185 .893 +*) bevat te veel 
- 1228 . 329 + ruis en wat e rdamp 
1252.698 1247 . 618 + 
1261 . 377 1259 . 191 + 
1364 . 563 1353 . 707 + 
- 1368 . 173 + 
- 1388 . 427 + 
- 1420 . 253 + 
- 1445 . 329 + 
- 1457.867 + 
1607.581 1609.285 + 
1673.157 1669.081 + 
1716.553 1719 . 232 + 
1731.982 1740.450 + 
*) ook aanwezig in de achtergrond. 
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Conclusie : 
HPA kan in oplossing aangetoond ~wrden tot en met een conce ntratie van 
0 , 1%. Lager e concentraties l everen een infraroodspectrum op, ~>~aarin de 
aanwezigheid van ~WA niet meer kan worden aangetoond . 
De procedure voor het verkrijgen van een absorptiespectrum is uitge-
voerd volgens schema 3. 
4 . 6 Sche iding van ~WA m.b .v . een lichrosorb Si- 60 kolom. 
HPLC scheiding van medroxyprogesteronacetaat ~A m.b.v. een Lichro-
sorb Si- 60 - 5}.1 kolom (3 .5.4). Bij he t HPTLC onderzoek met de silica 
60 platen bleek een redelijke sche idi ng te behalen als cc14/ cH30H: 
98/2 (v/v) werd gebruikt als loopvloeistof . Bij deze proef werd 
onde rzocht hoe ~WA elueerde op een Lichrosorb Si-60 - 5}.1 HPLC kolom 
(150 x 4 , 6 mm). 
Figuur 10 
~~r ~ 
~ - -~ -_- -_ Jl_ -11- -t-- +-=-- =-1 
- ---=-~ e--
___ ---:-:: - ,_.:.:.- -~-+--~ 
---==--= 
eluens = CCl4 / CH30H:98/2 
flow 1 ml/ min 
pa piersnelheid 0,5 cm/min 
recorder = 100 mV 
detector uv 254 nm 
--- ~ -.- - -
r- - 0,08 AUFS 
- - -= -~ -=- inj ectie = 10 }.11 HPA 0,1% 
1-
+-----1--t+- -H - - ..:.j 
1-- - 1- =- - - - - ~ 
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Resultaten : 
HPA komt na een retentietijd van 5 , 0 min van de HPLC- kolom. De kolom 
was hierbi j niet overladen. Bij een veel grotere hoeveelheid HPA raakt 
de kolom overladen en kan he t scheidend ve rmogen van de kolom aanzie n-
lijk afnemen. 
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1500 1400 1300 1200 1100 1000 
W~VENUMBERS CM-1 
RSN-314 7 OPMERKI NGEN : 
NSS=32 
RES - 2 
ORTE 20 / 09/85 
TIME 13:27:28 
FLS .. HER1204l>HER22041~ HER4204l>HER52"04l 
FLR= HER1200ll HER22036 j, HER42034 t~·- '"-
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